


RENE SUISSE DE ZOOLOGIE 59 
Tome 72, fascicule 1 (à la mémoire d'Emile Guyénot), n° 3. — Avril 1965 


Modifications expérimentales du caryotype 
chez un Amphibien Urodèle 
(Pleurodeles waltli Michah.) 

par irradiation de l’œuf et la greffe nucléaire 


par 


L. GALLIEN, M. LABROUSSE, B. PICHERAL, J. CI. LACROIX 1 


Laboratoire d’Embryologie — Faculté des Sciences 
9, quai Saint-Bernard, Paris 5¢ 


Avec 11 figures dans le texte. 


INTRODUCTION 


Les interventions expérimentales sur l’œuf des Amphibiens 
destinées à modifier le caryotype, ont été jusqu’à une époque ré- 
cente limitées à la production de germes hétéroploïdes. Chez ceux-ci 
le nombre diploïde (2n) normal des chromosomes est dévié par 
diminution d’un lot ou l’adjonction de lots entiers (n) de chromo- 
somes. On réalise ainsi l’haploïdie ou divers degrés de polyploidie. 
Il est possible également — aneuploïdie — d’ajouter ou de sup- 
primer non plus un lot de chromosomes mais seulement un ou 
plusieurs chromosomes (rev. in FANKHAUSER 1945 et GALLIEN 
t03). 

L’application au cours des récentes années de techniques 
nouvelles 4 l’analyse caryotypique, a permis d'observer des re- 
maniements intéressant les chromosomes eux-mêmes. Ces remanie- 
ments se manifestent essentiellement par des cassures, des délétions 


1 Article publié en hommage à la Mémoire du Professeur Emile Guyenot. 
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et des translocations. Leur effet se traduit au cours du développe- 
ment embryonnaire par des perturbations du développement, des 
hypomorphoses, généralement létales. 

Chez Rana pipiens, au cours de transplantations en séries de 
noyaux embryonnaires, KING et BniGGs (1956) signalent chez trois 
des quatorze clones suivis de noyaux donneurs, la présence de 
quelques petits chromosomes en anneau (ring chromosomes). 
Brices, Kine et Dr BERARDINO (1960) ont par la suite confirmé 
ces observations. HENNEN (1963) transplante des noyaux diploides 
de blastulas de Rana pipiens dans l’œuf de Rana sylvatica. Après 
10 a 12 divisions dans le cytoplasme étranger de sylvatica, les 
noyaux fils de la blastula dont le développement est bloqué et qui 
ont pour origine le noyau initial, sont transplantés dans un ceuf de 
pipiens. Dans ces conditions des aberrations affectant les chromo- 
somes sont produites (ring chromosomes, minute chromosomes). 
Certains germes sont aneuploides pour un ou deux chromosomes. 
MARKERT et URSPRUNG (1963), obtiennent également des fragmen- 
tations de chromosomes chez les embryons de Rana pipiens pro- 
venant d'œufs dans lesquels des extraits de protéines, préparés à 
partir de noyaux de foie d’adulte de cette espèce, ont été injectés. 

Deux groupes d'interventions sur l’œuf du triton Pleurodeles 
waltlit ont permis d’obtenir des anomalies du caryotype: par irra- 
diation de l’œuf (GALLIEN, LABROUSSE, Lacroix, 1963), dans la 
greffe nucléaire (GALLIEN, PICHERAL, Lacroix, 1963). 


MATÉRIEL ET MÉTHODES 


A partir du stock de Pleurodèles élevés au Laboratoire (GALLIEN 
1952), il est facile d'obtenir régulièrement des pontes naturelles, ou 
des œufs vierges et ultérieurement d’élever des larves. Les réfé- 
rences aux stades du développement se rapportent à la table 
chronologique de GALLIEN et DuROCHER (1957). 


Techniques caryologiques. 


Le Pleurodéle compte 24 chromosomes (GALGANO 1933, 
WickBom 1945, BEETSCHEN et JAYLET 1961). Le but de notre travail 
exigeait au départ l’établissement d’un caryotype basé sur des 
données numériques précises. 
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Il est reconnu que l’examen des chromosomes au stade promé- 
taphasique et leur étalement dans le même plan, constituent les 
conditions les plus adéquates pour procéder aux mensurations des 
chromosomes et à la définition d’un caryotype. 

Ces conditions sont réalisées grâce à une technique mise au point 
par CALLAN et Lioyp (1960). Pour le Pleurodèle, après prétraite- 
ment à la colchicine (0,5%) et fixation des germes, on procède à la 
dissociation et à l’écrasement de lames épidermiques prélevées sur 
ces germes: bourgeon caudal ou jeune larve au moment de l’éclosion 
(stade 34). Les chromosomes sont ensuite colorés à l’orcéine. Dans 
les préparations ainsi réalisées, chacune des mitoses présente, étalé. 
tout le stock chromosomique. Ce dernier est photographié. Les 
chromosomes entiers, les éléments fragmentaires ou réassociés sont 
alors découpés individuellement sur photographie pour constituer 
un caryotype. 

H faut noter que la colchicine entraîne une modification des 
longueurs et du rapport des longueurs des chromosomes. Cependant 
son utilisation permet, outre l'obtention de stades prométa- 
phasiques, l’accumulation de mitoses, avantage non négligeable. 
Dans nos expériences 1l s’agit en effet, souvent à partir d’un prélève- 
ment limité de tissu épithéhal, d'analyser le caryotype d'individus 
irradiés, hypomorphes ou hétéroploïdes. 


Interventions expérimentales: Deux modes opératoires ont été 
utilisés. 

a) Irradiation par les rayons y: Les œufs non dégangués sont 
déposés par groupes de 15 dans un tube à essai contenant un volume 
d’eau de 5 ml. Le tube est ensuite introduit dans la bombe au cobalt. 
génératrice de rayons y. Après divers essais, l'intensité du rayonne- 
ment retenue fut de 0,5.1018 eV par centimètre cube et par heure, 
intensité calculée avec le dosimètre de Fricke (oxydation du sulfate 
ferreux en milieu H,SO,, 0,8 n, pour G = 15,6). Les irradiations 
ont duré 30 sec., 1 min., 2 min., selon les lots. Elles sont administrées 
pendant une des étapes principales de la fécondation, dont len- 
semble s’étend sur 6 heures (LABROUSSE 1959). 


b) Greffes nucléaires: Les techniques sont inspirées de celles 
décrites par Brices et Kina (1957) et SIGNORET, Briccs et 
HumPHREY (1962). Les œufs destinés à recevoir un noyau par greffe 
nucléaire, sont obtenus à partir d’une femelle à maturité sexuelle, 
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mais vierge, dont la ponte est provoquée par injection d'hormone 
gonadotrope hypophysaire. L’ceuf récepteur est activé par la 
décharge d’un condensateur, puis soumis a un flux de rayons ultra- 
violets qui détruit le pronucleus femelle. (SIGNORET et FAGNIER, 
1962 — SIGNORET et PICHERAL, 1962). 

Le noyau qui sera greffé est fourni par une cellule provenant d’un 
germe dont on assure préalablement la dissociation des blastomères. 
La transplantation est effectuée au micromanipulateur. Selon les 
cas, diverses variantes ont été introduites dans nos expériences. 

Pour les deux groupes d'interventions, les embryons qui sur- 
vivent au traitement initial sont élevés. Dans les meilleurs cas, ils 
arrivent à se nourrir, effectuent leur métamorphose et parviennent 
à l’état adulte. Ceux qui présentent des altérations chromoso- 
miques marquées, ne survivent pas après la prise de nourriture, ils 
montrent souvent de sévères hypomorphoses. [ls sont sacrifiés entre 
les stades 22 (bourgeon caudal) et 34 (éclosion). Cependant pour 
certains de ces embryons, la technique de la greffe en parabiose 
avec un partenaire diploide normal a été utilisée. Cette technique 
assure une survie suffisante pour apprécier, chez l’individu traité, 
les conséquences morphologiques des aberrations chromosomiques 
induites. 


RÉSULTATS EXPÉRIMENTAUX 


I. — CARYOTYPE DU PLEURODELE 


Dans la définition du caryotype (fig. 1), trois critères sont 
utilisés: taille relative, indice centromérique, présence ou absence 
de satellites. 

Taille relative: Les chromosomes du caryogramme sont classés 
par ordre de taille décroissant. Une différence de taille trés sensible 
entre les chromosomes (4) et (5) d’une part, (8) et (9) d’autre part, 
(tableau I), permet une répartition pratique en trois groupes 
(I-II-III) de 4 éléments. 

I] faut noter qu’à l’intérieur de ces groupes les différences de 
taille entre certains chromosomes sont peu marquées. Par ailleurs 
l’action de la colchicine, nous l’avons noté, modifie les longueurs. 
Il résulte de ceci que la classification ainsi établie peut ne pas 
correspondre exactement à celle mise en évidence sur les chromo- 
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somes en écouvillon (lampbrush) des oocytes. CALLAN et LiLoyp 
(1960) ont reconnu cette possibilité pour Triturus cristatus. L'étude 
des chromosomes en écouvillon du Pleurodèle par l’un de nous per- 
mettra éventuellement de préciser l’ordre exact des chromosomes. 

Afin de comparer les anomalies chromosomiques chez un même 
individu et entre individus différents, nous avons défini la taille 
relative des chromosomes par rapport au chromosome (5) en 
donnant à ce dernier la valeur arbitraire de 100 unités. 

Indice centromérique : Il représente ici le rapport: longueur du 
bras long/longueur totale du chromosome. 

Satellites: Deux chromosomes présentent des satellites (fig. 2). 
Il s’agit du chromosome (3) dont le satellite est présent sur le bras 
court et du chromosome (11) portant le satellite sur le bras long. 
Les satellites ne sont pas toujours identifiables dans les préparations. 


Analyse du caryotype. 


Les données relatives au caryotype sont présentées dans le 
tableau I et la figure 1. Les chromosomes sont classés par ordre de 
longueur décroissante. L’analyse des aberrations chromosomiques 
obtenues dans les interventions expérimentales a été faite par réfé- 
rence a ce caryotype. 


TABLEAU I. 
Valeurs moyennes des paramètres du caryotype chez le Pleurodèle 1 























Chromosome 1 2 3 4 
ooo eae - — a | —— 
I | Taille relative | 134 Gär 4123 (18) | 121,5 Oo RRB (23) 
| Indice 0,53 (21) 0,58 (19) 052 (19) 0,54 (21) 
Chromosome 5 6 7 8 
Groupe | 
II Taille relative | 100 92 (33) 865 (35) 825 (31) 
Indice 0,52 (41) 0,70 (32) 0,71 (33) 0,55 (31) 
Chromosome 9 10 11 12 
Groupe — n | P —  — 
HI Taille relative 655 (28) 60 (34) 57 (32) 41 (32) 
Indice 0,56 (32) | 0,58 (37) 0,64 (33) 0,75 (28) 
1 Les chiffres mis entre parenthèses indiquent le nombre de mensurations effectuées. 


Les chromosomes 3 et 11 porteurs d’un satellite sont soulignés. 
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Groupe I: chromosomes (1) (2) (3) (4). 


C'est dans ce groupe que les variations de taille et d’indice 
centromérique ont leur plus grande amplitude. Si dans les meilleurs 
cas, identification individuelle est possible, il arrive que celle-ci 
peut être délicate, en particulier lorsque le satellite du chromo- 
some (3) n’est pas décelable. 


a, " 
D | 
3 


Les 2 chromosomes à satellite (S) et exemples de constrictions sur divers 
éléments du caryotype (flèches). 


D ei 





S 


Groupe II: chromosomes (5) (6) (7) (8). 


Les éléments de ce groupe sont aisément identifiables. Cepen- 
dant les chromosomes (6) et (7) de taille et d'indice centromérique 
voisins peuvent être difficiles à classer l’un par rapport à l’autre. 


Groupe III: chromosomes (9) (10) (11) (12). 


L'identification des chromosomes de ce groupe est généralement 
facile même lorsque le satellite du (11) n’est pas décelable. 
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Au cours de l’analyse de nos préparations, nous avons pu 
observer dans certaines mitoses des constrictions autres que celles 
intéressant les satellites. Une analyse systématique des constric- 
tions reste à faire. On peut cependant noter quelques observations. 
Ces constrictions intéressent, d’après l’ensemble de nos prépara- 
tions, la plupart des chromosomes. Pour un chromosome donné 
leur position paraît constante. Les constrictions peuvent se trouver 
à différents niveaux des chromosomes, cependant la majorité de 
celles que nous avons détectées sont situées au voisinage du cen- 
tromère (fig. 2). 


II. — EFFETS DES RAYONS y APPLIQUÉS A L'ŒUF 


Les irradiations appliquées comme il est indiqué ci-dessus ont 
donné les résultats présentés dans le tableau Il. 


TABLEAU II. 


Résultats généraux de Virradiation de l’œuf de Pleurodèle par les rayons y. 


Hypomorphoses létales 


Eeer KREE EC Larves 
Nombre Létalité , 
d’ceufs précoce Anen- Micro- Anomalies d T 
irradiés céphalie céphalie diverses 
(branchies- 
tête-œdème) 
St. 24 St. 24 a 34 St. 24 à 34 St. 30 à 34 St. 34 


389 29 12 70 


— — AV NWL TÑ —Tq=wW=ÑsWT 


70 Mis en 
Non étudiés (embryons étudiés) élevage 





Ce sont les 70 germes hypomorphes: anencéphales (29), micro- 
céphales (29) ou présentant diverses anomalies (12), dont le caryo- 
type a été analysé. Les individus morts avant le stade 24 n’ont pas 
été étudiés, les larves d'apparence normale ont été mises en élevage. 

Les embryons ont été sacrifiés lorsque les signes de létalité 
manifestes, indiquaient la mort probable du germe. Le moment 
de la fixation est exprimé par le stade évolutif de référence. Le 
stade 24 correspond au bourgeon caudal jeune. L’embryon a 
sensiblement 100 heures, sa longueur 3,8 4 4 mm. Les stades 24 a 
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34 couvrent les diverses étapes du bourgeon caudal, jusqu’à lPéclo- 
sion (st. 34). Lors de celle-ci les embryons ont 264 heures et mesurent 
11,1 mm. 

L'ensemble des aberrations chromosomiques observées est assez 
homogène. L’analyse de cas concrets choisis parmi les plus repré- 
sentatifs permet de caractériser les aspects majeurs des anomalies 
reconnues dans cette série expérimentale. 


Embryon 10/S ITI-6: (fig. 3). 


Irradiation pendant 1 min. de l’œuf, 5 h. 30 après la ponte, soit 
au moment de la première mitose de segmentation. Fixation au 
stade 28; embryon est microcéphale, il présente de l’œdème et 
des débuts de nécrose. Le tableau II résume les diverses obser- 
vations faites. 


ApEn Aw. lli: 


Caractères des métaphases de l'embryon 10/S I1I-6. 


Nombre Nombre Nombre Nombre 
de métaphases de métaphases de métaphases de métaphases | 
analysables à 22 chromosomes à 23 chromosomes à 23 chromosomes 
(2n-2) (2n-1) dont un dicentrique 
| | 
11 | 2 | 2 2 
perte de deux | perte de un |délétion terminale 
chromosomes | chromosome et translocation 
| | 
22 centromères 23 centromères 24 centromères 
présents | présents présents 





Pour l’une des deux mitoses à 23 chromosomes avec dicen- 
trique, celui-ci (fig. 3) résulte de la translocation, après délétion 
terminale, d’un chromosome (7) sur un chromosome (1). L’analyse 
des mensurations montre que le dicentrique est formé par le bras 
court de l’un des chromosomes (7), qui a subi une cassure de son 
bras long près du centromère, et par le bras long d’un chromosome 
(1), dont le bras court s’est cassé également près de son centro- 
mère. La déficience intéresse 89 unités relatives. La seconde mitose 
étudiée présente un dicentrique qui comporte le même fragment 
du chromosome (7). Son complément est un élément du groupe l: 


lou (3). 
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20u 





Fic. 3. 


Plaque prométaphasique et caryotype correspondant, chez embryon 
10/5 III-6. — Vingt-trois chromosomes dont 1 dicentrique (flèche); 
C/7: bras court d'un (7); L/1: bras long d'un (1). 
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Parmi les 7 mitoses comptant 23 chromosomes, sans dicentrique, 
cinq ont pu être analysées. Dans un cas, 1l s’agit de la perte d’un 
chromosome (7). Pour les quatre autres cas, c’est un chromosome 
du groupe I qui est absent: (1) ou (3). 


Embryon 6/S 111-4: (fig. 4 et 5). 

Irradiation pendant 2 min. de l'œuf, 2 h. 30 après la ponte 
(migration des pronuclei). Fixation à l’éclosion (st. 34). L’embryon 
montre une atrophie branchiale, de l’œdème. Les éléments de 
l’analyse du caryotype sont présentés dans le tableau IV. 


TABLEAU IV. 


Caractères des métaphases de Vembryon GIS III-4. 


19 métaphases analysables, toutes a 23 chromosomes 





Perte d’un chromosome | Présence d’un dicentrique 


(2n—1) 
8 métaphases 11 métaphases 


23 centromeres présents | 24 centromeres presents 


Les 8 métaphases comptant 23 chromosomes (2n-1), résultent de 
la perte d'un chromosome (12). Pour les mitoses présentant un 
dicentrique, il s’agit dans les onze cas observés d'une délétion et 
d’une translocation aboutissant a la soudure de deux éléments du 
groupe III. Dans dix de ces cas, Pun des constituants du dicen- 
trique est un chromosome (12). Six de ces métaphases ont permis 
la détermination du complément de (12). Pour deux d’entre elles 
(fig. 4) le dicentrique résulte de la soudure de (11) et (12). La région 
télomérique du bras court du (12) est soudée au bras court du (11), 
cassé près de son centromère. Les mensurations de la région inter- 
centromérique indiquent la présence d’une courte délétion, de 
10 unités relatives. Dans les quatre autres métaphases (fig. 9), 
le dicentrique résulte de la soudure de (9) et de (12). La région 
télomérique du bras court du (12) est soudée au bras court du (9). 
cassé près de son centromère. Le phénomène est associé à une 
délétion de 27 unités relatives. | 


70 L. GALLIEN, M. LABROUSSE, B. PICHERAL, J.-CL. LACROIX 





Fier: 


Embryon 6/5 111-4. Plaque prométaphasique el caryotype à 23 chromosomes 
dont 1 dicentrique (flèche). La soudure se réalise entre les deux chromo- 
somes (11) et (12). 








[ure >: 


Embryon 6/S II-4. Mêmes caractéristiques que fig. 
ce cas est formé par les deux chromosomes (9) 


4 
e 


— 
D 
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Embryon 15/S I-2: (fig. 6) 


Irradiation pendant 30 sec. de œuf, 4 heures après la ponte 
(accolement des pronuclei). Fixation à l’âge de huit jours. La 
microcéphalie était forte. L’état du développement correspondait 
sensiblement au stade 30 d’un témoin. Le tableau V résume les 
observations sur le caryotype. 


TABLEAU V. 


Caractères des métaphases de l'embryon 15/S 1-2. 


15 métaphases analysables 


Normales 24 chromosomes 
a 24 chromosomes dont un fragment 
(2n) télocentrique 
7 8 


Le fragment télocentrique résulte de la cassure du bras court 
d'un chromosome (8) près de son centromere. Les valeurs en 
unités relatives du bras du télocentrique (moyenne 44,8) corres- 
pondent a celles calculées (45,2) pour le bras long du chromosome (8). 


II]. — ABERRATIONS DU CARYOTYPE DANS LA GREFFE 
NUCLEAIRE 


C'est au cours d’expériences de transplantation nucléaire que des 
aberrations chromosomiques ayant été incidemment décelées, une 
analyse des phénomènes fut entreprise systématiquement. 

Les embryons étudiés ont été obtenus dans diverses conditions 
où furent pratiquées les transplantations de noyau. Ceux-ci sont 
 diploïdes, triploides, tétraploides. Ils ont pour origine des blastulas, 
gastrulas, neurulas. [ls ont été greffés dans un œuf énucléé ou non. 
Au total 110 larves ont été retenues. Pour 16 d’entre elles qui 
étaient hypomorphes et manifestaient leur létalité au voisinage de 
l’éclosion, des aberrations chromosomiques ont été découvertes. 
Nous les caractérisons par l’étude de cas concrets représentatifs. 
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Fre. e 


Plaque prométaphasique et caryotype de l’embryon 15/SI-2. Vingt-quatre 
chromosomes dont 1 fragment télocentrique. Le chromosome aberrant 
résulte de la cassure du bras court d’un (8) près du centromère. 
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Embryon 504 B: (fig. 7) 


Noyau gastruléen diploide prélevé au stade embryonnaire 8b 
(gastrula) transplanté dans un œuf vierge, énucléé aux rayons 
U.V. Le germe évolue jusqu’au stade 33. La constitution de base 
de l'individu est tétraploide, mais présente des anomalies. 

L’état tétraploide rencontré assez fréquemment dans ces trans- 
plantations résulte vraisemblablement, comme Briacs et KING 
(1957) l’on suggéré, d’ceufs chez lesquels le lot diploide de chro- 
mosomes transplantés se divise sans être suivi d’une cytodiérèse. 
L'ensemble des observations est présenté dans le tableau VI. 


TABLEAU VI. 


Caractères des métaphases de l’embryon 504 B. 









Neuf métaphases analysables 


Nombre Nombre 
Normales Anormales de fragments de fragments Dicentrique 
acentriques télocentriques 






4 2—2—1—1 
1 











La mitose présentant un dicentrique compte 47 chromosomes 
dont un petit fragment télocentrique (fig. 7a) et un dicentrique 
(fig. 7b). 

L'analyse révèle que le fragment télocentrique qui a une valeur 
de 27 unités relatives, a pour origine un chromosome (7) ayant subi 
près du centromère une cassure au niveau du bras long. La délétion 
correspond à 58 unités. Le chromosome dicentrique résulte de la 
soudure d’un chromosome (6), dont le bras long est cassé près du 
centromere et d'un chromosome (7) ayant subi une cassure du bras 
court pres du centromere. Cette association s'accompagne d'une 
perte de 71 unités relatives. 
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Embryon 304 A. Plaque prométaphasique et Gre à 26 chromosomes, 
montrant une tétrasomie du chromosome (11) (flèches). 
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Embryon 504 À : (fig. 8) 


Noyau (2n) de cellule endodermique, prélevé sur une neurula 
diploide âgée (stade 20), transplanté dans un œuf énucléé aux 
rayons U.V. Animal fixé à l’éclosion. 14 mitoses ont été étudiées. 
Dans toutes, on compte 26 chromosomes. Pour 6 des mitoses où 
l'analyse caryotypique a pu être réalisée, il apparaît qu'il s’agit 
d’une tétrasomie du chromosome (11). 





Fre. 9. 


Embryon 307 E. Tétraploïde — Les quatre chromosomes (12) d’une même 
mitose, dont l’un a subi une cassure au niveau du bras long. 


Embryon 307 E: (fig. 9) 


Noyau de blastula triploide (3n), transplanté dans un ceuf non 
énucléé (n). L’individu tétraploide est hypomorphe. Fixation au 
stade de l’éclosion. Pour les 20 mitoses analysables, l’aberration 
porte sur le groupe des chromosomes (12). L’un deux a subi une 
cassure au niveau du bras long, très près du centromere. 


Embryon 1123 P: (fig. 10 et 11) 


Noyau de gastrula tétraploide (4n) transplanté dans un œuf 
non énucléé (n). L’embryon est fondamentalement pentaploide (5n). 
Cependant l’analyse des mitoses s’est révélée délicate. par suite 
du nombre élevé de chromosomes, et par la présence d’aberrations 
complexes. Les mitoses étudiées présentaient de 50 à 57 chromo- 
‘somes. Cet embryon très hypomorphe dès le stade neurula, a 
été mis en parabiose avec un partenaire diploide. Dans ces condi- 
tions la survie a atteint huit jours. Les observations sont présentées 
dans le tableau VIT. 
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Embryon 1123 P. Pentaploide — A) Plaque prométaphasique incomplète 
montrant (flèches) différents types d’aberrations. Celles-ci sont présentées 
agrandies en B. Deux dicentriques différents (a) et (b). Trois chromosomes 
télocentriques (c) (d) et (e), dont les bras ont été cassés à différents niveaux. 
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Embryon 1123 P. Chromosomes aberrants observés dans deux plaques promé- 
taphasiques différentes. On note des dicentriques (a et d), des fragments 
télocentriques (b et c), un chromosome en anneau (e) et des fragments 
chromosomiques variés (f et g). Remarquer les différences d’anomalies 
entre ces deux mitoses et celles de la figure 10. 
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TABLEAU VII. 
Caractères des métaphases de l'embryon 1123 P. 


18 métaphases analysables 


Types d’aberrations 








Métaphases 
Fragment Fragment E . 
acentrique télocentrique Dicentrique 
6 | 1 
7 | 1 
2 1 
3 2 
2 4 4 


Dans cette situation complexe deux éléments sont à retenir. 
Pour 11 des 18 mitoses, il existe un dicentrique, dans un cas deux 
mais dont la constitution se révèle variable (fig. 10a et b; fig. lla 
et d). Pour certaines mitoses, il existe une large gamme d'aberra- 
tions. La figure 10 se rapportant à un caryotype incomplet, montre 
pour une même métaphase cinq chromosomes anormaux. 


DISCUSSION 


Les cas concrets dont l’analyse vient d’être faite, représentent 
les types d’aberrations observées dans les expériences d'irradiation 
et de greffe nucléaire. De l’ensemble les points majeurs suivants se 
dégagent. | 


Nature des aberrations chromosomiques. 


Il s’agit d’abord de cassures de chromosomes, suivies ou non de 
réassociation. On constate dans un certain nombre de cas que ces 
cassures se. produisent au niveau des constrictions secondaires 
et du centromère. Les cassures aboutissent à la formation de frag- 
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ments télocentriques et acentriques. Les fragments peuvent prendre 
aspect en anneau ou en huit. 

Les cassures intéressant les chromosomes représentent un effet 
initial, suivi de l’élimination des segments brisés, ou de la persis- 
tance de fragments acrocentriques ou télocentriques, témoignant 
des délétions qui se sont produites. Les délétions sont parfois suivies 
de l’association par translocation de chromosomes brisés. Des 
chromosomes dicentriques se constituent, par la soudure de deux 
chromosomes ayant subi une cassure de l’un des bras. Le phéno- 
mène est associé à des délétions d'importance variable, intéressant 
les bras où se produit la cassure. Dans les cas les plus favorables, 
l'analyse permet de chiffrer l’étendue des délétions. 

Enfin nous avons rencontré un cas d’aneuploidie remarquable 
avec la tétrasomie de l'embryon 304 A. Hétéroploidie et remanie- 
ments structuraux des chromosomes, apparaissent ainsi comme la 
réaction de ceux-ci à des effets caryopathiques. 


Hypomorphoses : 


Les embryons étudiés et qui présentaient les aberrations chro- 
mosomiques décrites, montraient tous de sévères hypomorphoses 
aux stades voisins de l’éclosion: anencéphalie, microcéphale, 
œdème, plages de nécroses. Il est clair que le degré des anomalies 
chromosomiques observées va de pair avec un développement 
profondément affecté. En fait ces embryons sont tous létaux. 

L’étude détaillée des hypomorphoses reste à faire. Il n’a pas été 
possible dans nos observations actuelles de lier telle hypomorphose 
à une aberration donnée du caryotype. Il s’agit apparemment d’un 
syndrôme global de létalité, consécutif à l’altération du caryotype. 
Il semble qu'ayant atteint un stade donné, le développement n’est 
plus compatible avec l’existence des accidents affectant certains des 
chromosomes. Cependant la mise en parabiose prolonge la survie 
d'embryons à caryotype aberrant. C’est ce que suggère le cas de 
l'embryon 1123 P, dont toutes les mitoses observées étaient anor- 
males et pouvaient compter jusqu’a cing chromosomes aberrants. 
ll convient d’ailleurs de remarquer qu’il s’agissait d'un individu 
fondamentalement pentaploide. Il n’est pas exclu que dans ces 
cas de polyploidie, aberration d'un chromosome ait une consé- 
quence létale limitée par la présence de plusieurs homologues 
normaux. L’embryon 307 E, tétraploide, montrait pour vingt 
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mitoses analysées la même déficience pour l’un des quatre chro- 
mosomes (12). 

Dans les expériences portant sur l’irradiation par les rayons y 
de l’œuf, deux groupes de résultats seront particulièrement inté- 
ressants à considérer ultérieurement, quant à la constitution du 
caryotype. D’une part le cas des embryons présentant une létalité 
très précoce (blastula, gastrula) et d’autre part ceux qui sont 


apparemment normaux. 


Conditions de l’apparition des aberrations chromosomiques : 


Dans nos expériences le traumatisme caryopathique a été porté 
sur l’œuf au stade initial, correspondant à la période de la fécon- 
dation. Les aberrations sont observées plus tard, en général dans 
les stades qui suivent l’éclosion. Si on estime que les cellules en 
cause sont la résultante de 15 à 20 cycles mitotiques on peut se 
demander à quel moment apparaissent les aberrations des chro- 
mosomes à partir du traumatisme initial. 

Les cassures peuvent affecter les divers chromosomes du 
caryotype; cependant pour un embryon donné ce sont souvent 
certains chromosomes qui paraissent atteints. Ainsi pour l'embryon 
6/S III-4, dans les 19 mitoses aberrantes étudiées, le chromosome 
(12) était concerné, soit par sa perte, soit par la constitution d’un 
dicentrique. Pour l’embryon 307 E, dans les 20 mitoses analysées, 
c’est l’un des chromosomes (12) qui présentait une délétion impor- 
tante. 

Ces faits conduisent à deux considérations. Il est possible qu’une 
aberration apparue très précocement, dès les premières mitoses, 
puisse se maintenir dans les mitoses successives, donc avec une 
certaine stabilité. Mais, d’autre part, pour un même embryon, on 
observe, selon les métaphases, des cassures et des remaniements 
affectant des chromosomes différents ce qui traduit une certaine 
disparité dans la manifestation des anomalies. Ceci amène à con- 
cevoir que de nouvelles cassures apparaissent successivement au 
cours de la série des mitoses. L’examen de l’embryon 6/S III-4 
montre que dans toutes les mitoses le chromosome (12) est affecte. 
On peut penser que pour certaines de ces mitoses ce chromosome 
est déjà éliminé du caryotype, alors que pour d'autres, 1l est encore 
présent sous la forme d'un dicentrique. Ainsi l’agent responsable 
d’une aberration peut se manifester selon un effet différé. En 
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d'autres termes si on assimile les aberrations décrites à une maladie 
chromosomique, celle-ci apparaît un temps variable après l'effet 
traumatisant, dans diverses lignées cellulaires. Pour un certain 
degré d’altération du caryotype et un niveau du développement 
ontogénétique marqué par des hypomorphoses, l'effet létal se 
manifeste. Dans nos expériences, la mort était prévisible entre les 
stades 26/34, ce dernier correspondant à l’éclosion. 


Comparaison avec les aberrations chromosomiques obtenues par divers 
traitements. 


Ainsi que nous l’avons indiqué dans l’exposé historique, des 
aberrations chromosomiques ont été obtenues chez les Amphibiens, 
à la suite de différents traitements: transfert de noyau d’un germe 
âgé (blastula, gastrula) dans l’œuf vierge, greffe du noyau dans un 
cytoplasme étranger, altération du cytoplasme par l’injection de 
protéines de foie d’adulte, irradiation aux rayons y. Les aberrations 
observées sont sensiblement comparables. Aïnsi la formation des 
cassures, des délétions, est une réponse spécifique du chromosome 
à des agents variés. C’est lorsqu'un noyau végète dans un cyto- 
plasme altéré selon des modalités diverses, que les aberrations 
chromosomiques se produisent. Celles-ci à plus ou moins longue 
échéance affectent le développement embryonnaire et sont géné- 
ralement létales. 

Les faits découverts chez les Amphibiens appellent des rappro- 
chements avec des observations rapportées par divers auteurs, 
étudiant des cultures cellulaires de Mammifères et de poulet sou- 
mises à divers traitements. Dans ces conditions des aberrations 
chromosomiques: cassures, fragments acentriques et télocentriques, 
délétions, dicentriques, comparables à celles observées chez les 
Amphibiens ont été obtenues. Citons à ce sujet les résultats de 
Hampar et ELLISON (1963) après infection par le virus de l’herpes 
dans une culture de fibroblastes de Hamster; GREENBLATT (1961), 
également chez le Hamster, par irradiation (rayons X); de GRoucHY 
et coll. (1963), sur des cultures de cellules humaines cancéreuses 
et de cellules médullaires et sanguines irradiées (rayons X); FRÉ- 
DÉRIC et Corin (1962) dans des cultures cellulaires de poulet en 
présence d'extrait embryonnaire hétérospécifique (souris); Hsu et 
SOMERS (1961) sur des cellules mammaliennes soumises au 5-Bro- 
modeoxyuridine; Di BgEnRARpDpINO, KiNG et Mc KINNELL (1963) 
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dans une lignée de cellules rénales carcinomateuses de Rana pipiens. 
cultivée dans Pel. 

Il est clair que le problème de la stabilité du caryotype et le 
mécanisme des mitoses de cellules, dont les noyaux sont soumis 
à des actions cytopathiques et caryopathiques, constitue un 
domaine que les progrès des techniques et des méthodes de l’analyse 
caryologique permettent d’explorer. L'intérêt particulier des 
Amphibiens est que le traumatisme affecte au moment de la ponte 
de l’œuf un système monocellulaire, à partir duquel se constitue 
au cours de l’embryogenèse un individu. Par là les conséquences 
sur la morphogenèse des aberrations induites dans les structures 
chromosomiques peuvent être abordées dans la mesure où elles 
ne sont pas immédiatement létales. 


RÉSUMÉ 


L'œuf du Pleurodèle a été soumis à deux interventions expéri- 
mentales: irradiation par les rayons y, transfert du noyau dans 
l’œuf vierge. Dans ces conditions un certain nombre d’embryons 
présentant des hypomorphoses dont la létalité était prévisible 
ont été étudiés quant à leur caryotype. 

Celui-ci présente des aberrations: cassures, délétions, translo- 
cations, constitution de chromosomes dicentriques. Les cas les plus 
représentatifs sont décrits. 

Dans la discussion, les conditions de la manifestation des 
aberrations chromosomiques sont analysées, ainsi que leurs rela- 
tions avec la manifestation des hypomorphoses létales. Ces phéno- 
mènes sont rapprochés de résultats comparables obtenus en parti- 
culier dans des cultures cellulaires in vitro, soumises à divers tral- 
tements. 


SUMMARY 


Eggs of Pleurodeles were subjected to two experimental proce- 
‘dures: irradiation by y-rays and transfer of nuclei to unfertilized 
eggs. Under these conditions a certain number of embryos displayed 
hypomorphosis with premature signs of letality. These embryos 
were studied with respect to their karyotypes. 
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The following aberrations were observed: breakage, deletions, 
translocations, the presence of two centromeres per chromosome. 
The more representative cases were analysed. 

The manifestation of these chromosome aberrations 1s discussed 
together with the conditions leading to lethal hypomorphosis. These 
phenomena are similar to results obtained in tissue culture after 
various treatments. 
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